The labelling of Methyl 7,ll-dichloro-3,7,ll-trimethyl-2-dodecenoate and Methyl 10,11-epoxy-3,7,ll-trimethyl-2-cis/£ra/is-dodecenoate with tritium by methylation of the acids with diazomethane in the presence of carrier-free tritium water and the hydrogenation of 10,ll-Epoxy-6,7-cis-2,3-fraras/ c£s-farnesyl propynyl ether with titrium gas gave high spec, radioactivities (3.7; 0.49 and 25 Ci/ mMol).
The labelling of Methyl 7,ll-dichloro-3,7,ll-trimethyl-2-dodecenoate and Methyl 10,11-epoxy-3,7,ll-trimethyl-2-cis/£ra/is-dodecenoate with tritium by methylation of the acids with diazomethane in the presence of carrier-free tritium water and the hydrogenation of 10,ll-Epoxy-6,7-cis-2,3-fraras/ c£s-farnesyl propynyl ether with titrium gas gave high spec, radioactivities (3.7; 0.49 and 25 Ci/ mMol).
The strong binding of these hormones to the haemolymph proteins of white newly moulted and of colored larvae was demonstrated by gelfiltration with sephadex G-25.
The disc-electrophoretic identification of the carrier proteins in the haemolymph of colored larvae showed that the hormones are approximately total bound by the hormone binding factor of a lipoprotein band.
In the haemolymph of white newly moulted larvae there is a second hormone binding band beside the lipoprotein band with similar binding capacity.
Seit 1961 ist die Juvenilhormonaktivität von

Farnesolderivaten bekanntVon
Farnesol ausgehend synthetisierten LAW und Mitarb. 2 Zur Herstellung der Säure wurden 57,0 mg Dihydrodichlorfarnesensäure-Äthylester in 6,0 ml 0,5 N NaOH (Äthanol : H20 = 10 : 1) gelöst und 7 Tage bei Raumtemperatur stehengelassen. Der Ansatz wurde dann mit 3,2 ml 1 N H2S04 angesäuert und sofort mit 3-mal 20 ml Petroläther (Sdp. 50-70 °C) ausgeschüt-telt. Nadi dem Neutralwaschen mit NaHC03-Lösung und dest. H20 wurde die Ätherlösung mit Na2S04 sicc. getrocknet und im Vakuum auf ein kleines Volumen eingeengt. Die Reinigung der Säure geschah durch DCChromatographie auf einer Kieselgel-H-Platte mit dem System Petroläther (Sdp. 50 -70 °C) : Essigester -9:1 (V/V). Die Elution der entsprechenden Bande erfolgte mit 70,0 ml über Na-getrocknetem Äther unter Feuchtigkeitsausschluß. Trägerfreies T20-Wasser wurde durch Tritierung einer Suspension aus 13,6 mg Pt02-Katalysator (vorher über P205 im Exsicc. aufbewahrt) und 1,0 ml Cyclohexan (über Na getrocknet) mit ToGas von 2 Ci und 24-stdg. Rühren hergestellt. Nachdem das nicht verbrauchte Tritiumgas abgepumpt worden war, erfolgte die Zugabe von ca. 6 mg Säure gelöst in 0,5 ml abs. Äther und weiteres Rühren für 5 Stunden. Der Ansatz wurde durch Watte filtriert und mit insgesamt 1,0 ml abs. Äther nachgewaschen. Darauf wurde 1,0 ml ätherische Diazomethanlösung hinzugefügt, die nach der üblichen Methode aus ./V-Nitrosomethylharnstoff hergestellt und mit festem KOH getrocknet wurde. Nach 3 Stdn. war die Reaktion beendet. Der Tritiumwasserüberschuß wurde mit einem Tropfen HoO verdünnt und von 2 Spatelspitzen Na2S04 sicc. gebunden. Nach Filtration wurde mit 20 ml Cyclohexan verdünnt, 2-mal mit 10 ml H20 die organische Phase vom restlichen T20-Wasser extrahiert, dann mit Na2S04 sicc. getrocknet und im Vakuum auf ein kleines Volumen eingeengt. Nach Rechromatographie auf Kieselgel-H-Platten mit dem System Petroläther (Sdp. 50-70 °C) : Essigester = 9:1 (V/V) wurde das Lö-sungsmittel von der DC-Platte im N2-Strom abgedampft. Die Bande des 3 H-Dichlordihydrofarnesansäure-methylesters wurde durch die mit Fluoreszein-Br2 angefärbte Referenzsubstanz festgelegt. Die Elution erfolgte mit 80 ml Cyclohexan (Uvasol-Merck), sodann wurde die Lösung ad 100 ml aufgefüllt.
Für die Bestimmung der spez. Radioaktivität wurde die Elutionslösung 1 : 5 verdünnt. Aus der bei 220 m/u (e = 1,48 -10 4 ) registrierten Extinktion und der gemessenen Radioaktivität von 50,6 /u\ in 5,0 ml ToluolPopop ergab sich eine spez. Aktivität von 0.49 Ci/mMol. Für den Austausch in trägerfreiem T-Wasser wurden 13,6 mg Pt02-Katalysator mit 2 Ci T2-Gas in 1,0 ml Dioxan (über Na getrocknet) umgesetzt. Nach 10-stdg. Rühren wurde das nicht verbrauchte T2-Gas abgepumpt und ca. 4 Gelfiltration: Für alle Experimente wurde Sephadex-G25-coarse (Pharmacia, Uppsala) verwendet. Das Vorquellen geschah mit H20 über Nacht oder für 2 Stdn. im siedenden Wasserbad. Danach wurde das Sephadex 4 -5-mal mit Ringerlösung (5,55 g NaCl; 0.22 g KCl und 0,584g CaCl,-2H20 ad 11 Lösung; pH = 6,4) durch Dekantieren gewaschen und dabei von den feinen Körnchen getrennt. Zum Nachweis der Proteinhormonkomplexe diente eine 1,2 -44 cm Säule (LSäule) mit der Gelbetthöhe von 38,5 cm.
Je 10 -50/d Lösung der markierten Verbindungen wurden mit 2,0 //g inaktiver Substanz, gelöst in 10 verdünnt und im Vakuum ohne zu erwärmen auf ein sehr kleines Volumen (1 -3^1) eingeengt. Unter C02-Atmosphäre wurden nun 0,4 ml bei 1800 g für 5 Min. zentrifugierte und auf 0 °C abgekühlte Hämolymphe dazugegeben. Das ca. 0,5 ml fassende Schliffröhrchen wurde unter Luftausschluß verschlossen und bei gelegentlichem sanften Schütteln 30 Min. bei Raumtemperatur inkubiert. 350 //I kamen auf die Säule und wurden mit Ringerlösung eluiert. Die Elution der Proteine und der proteingebundenen Radioaktivität geschah zwischen 13,5 und 21,0 ml Eluatvolumen und war sehr gut reproduzierbar. Aus diesem Grund wurden bei den Filtrationen die ersten 12,0 ml Filtrat verworfen. die nächsten 10,0 ml als Protein-und die nachfolgenden 25,0 ml als Nichtproteinfraktion aufgefangen. Nach Beendigung eines jeden Versuchs wurde mit 150 ml Ringerlösung gespült. Die Filtrationsgeschwindigkeit variierte zwischen 0,9 -1,0 ml/Min. Für die Radioaktivitätsbestimmung wurde 0,1 ml der Proteinfraktion und 0,4 ml der Nichtproteinfraktion mit je 7.0 ml Dioxan-Popop gemischt.
Für die Bindungsaffinitätsversuche wurden je 150//I der wie oben bereiteten Hämolymphe gleichzeitig auf die L-Säule und auf eine kurze Säule (K-Säule) mit gleichem Durchmesser aber nur halber Gelbetthöhe gegeben. Eluiert wurde mit Ringerlösung und mit gleicher Elutionsgeschwindigkeit für beide Säulen. Das Proteineluat wurde in 1,5 ml Fraktionen aufgefangen. Zur Berechnung der gebundenen Aktivität pro mg Protein wurde von jeder Fraktion zur Radioaktivitätsmes-sung 0,1 ml mit 7,0 ml Dioxan-Popop gemischt und von 0,1 ml der Proteingehalt nach LOWRY et al. 9 bestimmt.
Bise-Elektrophorese: Es wurde das Trennsystem von WILLIAMS et al. 10 
Nachweis der Trägerproteine durch Disc-Elektrophorese
Für die Ermittlung der bindenden Proteine wurde die Polyacrylamid-Disc-Elektrophorese wegen ihres guten Auflösungsvermögens gewählt, und weil keinerlei Adsorptionserscheinungen der Proteine mit dem Trägermaterial auftreten. Unter den beschriebenen Elektrophoresebedingungen erfolgt die Konzentrierung bei pH = 7,0 und die Trennung bei pH = 8,0. Dieses pH-System wurde aus physiologischen Gründen gewählt, um den negativen Einfluß höherer pH-Werte auf die Hormon-Proteinbindung auszuschließen.
Sowohl in der Hämolymphe frisch gehäuteter als auch in der von voll pigmentierten Larven waren in den Gelen nach dem Anfärben mit Amidoschwarz 9 -11 Proteinbanden sichtbar. In Abb. 5 ist das Proteinbandenmuster der Hämolymphe frisdi gehäu-teter Larven aufgezeichnet. Interessant ist nun die Tatsache, daß die Proteinbande 4 der Hämolymphe von frisch gehäuteten Larven bei den voll pigmentierten Tenebrio-Larven ganz fehlt bzw. nur in Spuren vorhanden ist. Sie erscheint unmittelbar vor jeder Larvenhäutung und verschwindet mit der Pigmentierung wieder. Die gleiche Beobachtung machte MCCORMICK 21 Tab. 3. Extrahierbarkeit der juvenilhormonwirksamen Verbindungen, gebunden an Hämolymphproteine von vollpigmentierten Larven. 0,15 -0,5 ml Hämolymphe wurde mit ca. 10® Zpm der markierten Substanz versetzt und 30 Min. bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Filtration durch eine Sephadex G-25-Säule (1,2-38,5 cm) wurden 2,0 ml der Proteinfraktion (60 ml) mit insgesamt 6,0 ml Äther extrahiert. 0,1 ml der Proteinfraktion und 0,5 ml des Ätherextraktes wurden für die Radioaktivitätsbestimmung verwendet. 
